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Schnelltest zur Diagnose der jHzheimerschen Erkranlcunff 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose 
der Alzheimerschen Erkrankung oder eines Frtihstadiums oder ex- 
ner Pradisposition ftir diese Erkrankung, das auf der quantita- 
tiven Bestixnmung mitogen exprimierbarer Oberf lachenmarker, 
vorzugsweise CD69, peripher zuganglicher Zellen, z.B. Hautzel- 
len Oder Lymphozyten, (a) vor und (b) nach mitogener Stimula- 
tion erfolgt, wobei ein bestimmter Stimulations index a:b exn 
Anzeichen ftir Alzheimersche Erkrankung oder ein Frtihstadium 
Oder eine Pradisposition fur diese Erkrankung ist. Die vorlxe- 
gende Erfindung betrifft aucb Kits, die zur Durchf Ohrung . des 
erfindungsgemafien Diagnoseverf ahrens geeignet sind. 

Die Diagnose der Alzheimer schen Erkrankung ist mit klinischen 
Mitteln sowie den zur Verftigung stehenden paraklinischen und 
apparativ-technischen Methoden allein nicht mit letzter Sx- 
cherheit zu stellen und bedarf daher stets der autoptiscben 
Verifizierung. Insbesondere in Frabstadien der Erkrankung ist 
die differentialdiagnostische Abgrenzung anderer Demenzursa- 
chen oft schwierig. Gerade in diesen fr^hen Phasen der Erkran- 
kung ist jedoch eine sichere Stellung der Diagnose aus zwexer- 
lei Gronden wichtig. Sie erlaubt zum einen die diagnostische 
Abgrenzung potentiell behandelbarer Demenzformen und kann dxe- 
se damit einer effektiven Therapie. zufahren, zum anderen xst 
sie Voraussetzung fur jegliche Form der therapeutischen Inter- 
vention in den Prozess der Neurodegeneration der Alzheimer- 
schen Erkrankung, der nur in diesen Frtlhstadien erfolgreicb 
sein kann. Eine derartige diagnostische Sicherheit kann nur 
durch Biomarker der Alzheimerschen Erkrankung, d.h. durch 
leicht zu bestimmende biologische Veranderungen mit einer fUr 
die Erkrankung hinreichenden Sensitivitat und Spezifitat, ge- 
leistet werden. 
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Bionarlcer der Alzhelmerschen Erkranlcung haben damit zum einen 
diagnostischen Wert, und sollen hierbei insbesondere helfen, 
Risikogruppen bzw. Patienten in prtklinischen Stadien und £ru- 
hen klinisohen Stadien sicher zu identif izieren. Zum anderen 
dienen Biomarker der Verlauf skontrolle und dai»it der Prognos- 
tik sowie der Kontrolle der Ansprechbarkeit auf therapeutische 
interventionen. Ideale Biomarker sollten bestiramten theoretr- 
schen und praktischen Anforderungen genagen. Hierzu gehOren 
insbesondere elne hohe Spezifitat und Sensitivitat, die Pahig- 
keit, praklinische Stadien zu identif izieren, sowie ein hoher 
positiver und negativer Vorhersagewert . Die Besting der 
Biomarker sollte mSgliohst nioht-invasiv sein und den Patien- 
ten nioht belasten oder angstigen. Die Analysen sollten preis- 
„ert sein und sioh einfaoh, mOgliohst unter Bedingungen der 
Hausarztpraxis, durchfflhren lassen. Leider geniigt keiner der 
aerzeit bekannten Biomarker der Alzheimerschen Erkrankung den 
o g. Antorderungen. Insbesondere aufgrund der geringen Sensi- 
tivitat und spezifitat der bekannten Biomarker sind diese als 
diagnostischea Hilfsmittel ungeeignet. Andere diagnostische 
mtersuohungen mit heherer Sensitivitat und Spezifitat erfor- 
dem aufwendige teohnisohe Voraussetzungen und sind daher 

^ n T?^«oa<-^ an einer grOSeren Patientengrup- 
nicht z\m dezentralen Einsatz an einer gxwe 

pe geeignet. 

Somit liegt der Erf indung i« wesentliohen das technische Problem 
zugrunde, ein einfaches Verfahren zur Diagnose der Alzheimer- 
sohen Erkrankung bereitzustellen, das die Diagnose der Alzher- 
merscben Erkrankung, die Erfassung von praklinischen Erkran- 
kungsphasen sowie die dif ferentialdiagnostisohe Abgrenzung der 
Alzheimersohen Erkrankung gegen andere Demenzen mxt ausrer- 
chender Sensitivitat und Spezifitat erlaubt. 

Die Lasung dieses technisoben Problems wurde durch die Bereit- 
stellung der in den PatentansprUohen gekennzeichneten AnsfOb- 

rungsformen erreicht. 




Es konnte ein Diagnoseverfahren entwickelt werden, das auf der 
Bestiimung des mitogenen Index (Aktivierungs index) an perxpher 
zuganglichen Zellen, wie Hautzellen oder Blutlymphozyten, des 
Patienten mit und ohne mitogener Stimulation beispielsweise 
nach itmauno-magnetischer Zellseparation basiert. Die Aktivie- 
rung dieser Zellen geht rait der Oberf lachenprSsentation von 
Aktivierungsiaarkern einher, die quantitativ nachgewiesen wer- 
den kannen, vorzugsweise anhand von Antigen-AntikOrper- 
Wechselwirkungen, wobei vorzusgweise mit AntikSrpem beschich- 
tete magnetische Partikeln verwendet warden, was die magnetx- 
sche zellseparation und anschlieSende Quantif izierung der An- 
zahl der Zellen erlaubt, die diesen Oberf lachenmarker vor und 
nach mitogener Stimulation tragen. Dieses Merkmal zeigt er- 
krankungsspezifische Abweichungen vom Normalbefund. Das erfxn- 
dungsgemafie Verfahren erlaubt somit die Diagnose der Alzbex- 
nverschen Erkrankung, die Erfassung von prakliniscben Erkran- 
kungsphasen sowie die dif f erentialdiagnostische Abgrenzung der 
Alzheimerschen Erkrankung gegen andere Demenzen. 

somit betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Di- 
agnose der Alzheimerschen Erkrankung oder eines Frtihstadiums 
Oder einer Predisposition fur diese Erkrankung anhand exner 
probe von einem Patienten, wobei dieses Verfahren die folgen- 

den Schritte \imfasst: 

(a) mitogens Stimulation der peripher zugfinglichen Zellen 

in der Probe; 

(b) quantitative Bestimmung der mitogen stimulierten Zellen 
innerhalb der Zellpopulation vor und nach Schritt (a) an- 
hand von einem oder mehreren nach mitogener Stimulation 
exprimierten oberf ISchenmarkem, wobei die Oberf lachenmar- 
ker tragenden Zellen von den keinen Oberf l^chenmarker tra- 
genden Zellen unter Verwendung von gegen die OberflSchen- 
nvarker gerichteten AntikSrpern separiert werden; und 
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(c) Bestimmung des Stimulationsindex als Verhaitnis der An- 
zahl der den oder die Oberf ISchenf lachenmarker tragenden 
2ellen vor xind nach Schritt (a) , 
wobei ein Stimulationsindex, der mindestens das lO-fache, ma- 
ximal das 100-fache der unstimulierten Kontrollprobe erreicht, 
ein Anzeichen fiir eine Alzheimersche Erkrankung, oder ein Fruh- 
stadiums Oder eine PrSdisposition ftir diese Erkrankung ist. 

Der Fachmann kennt geeignete MaSnahmen, um fiir das erfindungs- 
gemafie Verfahren geeignete Patientenprbben zu erhalten und die 
mitogen stimulierbare Zellen in ausreichendem MaS enthalten, 
beispielsweise sind geeignete Proben Hautgewebeproben, Blut- 
proben, vorzugsweise von venSsem Blut, Zellen aus dem Liquor 
cerebrospinalis, sowie Zellen aus Urin. 

in einer bevorzugten Ausftihrungsform des erf indungsgemafien Di- 
agnoseverfahrens, z.B., bei Verwendung einer Blutprobe, er- 
folgt zur Stabilisierung vor den weiteren Verf ahrensschritten 
die zugabe einer koagulationshemmenden Verbindung, z.B., Nat- 
riumcitrat oder Heparin. 

Der hier verwendete Begriff „Diagnose der Alzheimer schen Er- 
krankung" umfasst auch die Verlauf skontrolle und somit Prog- 
nostik. die Kontrolle der Effizienz therapeutisclxer Mafinahmen 
und die differentialdiagnostische Abgrenzung der Erkrankung 
von anderen Demenzen. 

Der hier verwendet Begriff „peripher zugangliche Zellen" be- 
zieht sich auf Zellen, die ohne operative Eingriffe, oder aber 
(minimal) invasiv dem menschlichen Organismus entnommen werden 
kSnnen und dazu zahlen beispielsweise Hautzellen und Lymphozy- 
ten der peripheren Bluts, wobei letztere ftlr das erf indungsge- 
mafie Verfahren bevorzugt sind. 
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Die mitogene Stimulation zur Erzielung der Expression der Ex- 
pression von Oberfiachenmarkem kann durch bekannte Stimulato- 
ren erfolgen, wie z.B. PhytohSmagglutinin (PHA) , Protein . A, 
PWM Oder andere trophisch oder mitogen wirkende Verbindxangen . 
Die Stimulation kann durch Zugabe der Einzelverbindungen oder 
durch kombinierte Zugabe erfolgen. 

Der Fachmann kennt geeignete experimentelle Bedingungen ftir 
eine solche Stimulation, z.B. hinsichtlich der Konzentration 
der verwendeten Mitogene, Dauer der Stimulation und sonstigen 
inkubationsbedingungen. Dabei sollte die Stimulation in geeig- 
neten GefSfien erfolgen, die einen ausreichenden Gasaustausch 
zulassen. Die Konzentrationen der jeweiligen Stimulationsagen- 
tien sollten sich im physiologischen Bereich befinden, der 
z.B. far PHA l/xg/ml bis 20Mg/itil, ftir PWM iMg/ml bis 50Mg/ml 
und ftir Protein A lO/ig/ml bis 200Mg/ml betragt. Die Dauer der 
Stimulation richtet sich nach der Geschwindigkeit der Expres- 
sion des zu untersuchenden Molekttls. Ftir bestimmte Untersu- 
chungen kOnnen. aber auch Stimulations zei ten von 2 bis 24 Sun- 
den erforderlich sein; im Falle von CD69 ist eine Stimulati- 
onsdauer von 4 Stunden optimal. Die Stimulation sollte unter 
physiologischen Bedingungen erfolgen und kann z.B. in einem 
Begasungsbrutschrank bei 37°C und 5%C02 durchgeftihrt werden. 

Der Fachmann kennt auch geeignete Oberf lachenmarker , knhand 
derer sich eine mitogene Stimulation manif estiert , z.B. CD69, 
CD25, CD45RO, CD63 Oder HLA-DR, wobei der Oberf lachenmarker 
CD69 bevorzugt ist. Es kann ftir die erf indungsgemaSen Zwecke 
auch die Bestimmung einer Kombination von Oberfiachenmarkem 
erfolgen oder die weitere Spezif izierung der anhand eines be- 
stimmteri Oberf lachenmarker s, z.B. CD69, separierten Zellen 
hinsichtlich weiterer Subpopulationen, z.B. anhand von (z.B. 
CD4^- und/oder CDS* -und/oder CD19* und /oder 
CDS 6* ) Sxjbpopulat ionen . 
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Der stinmlationsindex (Aktivierungsindex) ergibt sich aus dem 
verhaltnis der Anzahl der den Oder die oberfWchenmarker tra- 
genden Zellen vor. und nach Stimulation. Bin stimulationsindex, 
der mindestens das 10-faehe, maximal das 100-fache der unsti- 
Mulierten Kontrollprobe erreicht, stellt ein Snzeichen fur ei- 
ne Alzheimersohe Erkrankung Oder eines Prahstadiums Oder eine 
predisposition far diese Erkrankung dar. Ein stimulations in- 
dex, der weniger als das 10-fache der unstimulierten Kontroll- 
probe betragt deutet nioht auf to.eiohen fttr eine Alzheimer- 
sohe Erkrankung oder ein Fr(lhstadiums Oder eine Predisposition 
flir diese Erkrankung hin. Die Bestin«.ung der oberf lachenmarker 
tragenden Zellen kann naoh oblichen Verfahren erfolgen, x.E., 
western-Blot, ELISA, RIA, FACS, LSC etc. . 

Vorzuflsweise erfolgt zur Bestinomng der oberf lachenmarker tra- 
genden zelle deren Abtrennung von den keinen oberf lachenruarker 
Oder andere oberf lachemnarker tragenden zellen anhand oharak- 
teristischer Zellmerkmale . 

in dem Diagnoseverfahren der vorliegenden . Erf indung erfolgt 
die Separierung der Oberfiachenmarker tragenden Zellen von den 
nicht Oberfiaohenmarker tragenden Zellen durcb gegen (den) dre 
gewonschten oberf lachenmarker gerichtete Antikarper. Daber 
kann es sich bei den dafto geeigneten Antikflrpem urn monoklona- 
le, polyklonale oder synthetische Antikerper oder Fragments da- 
von luuideln. In diesem Zusammenhang bedeutet der Begriff .Frag- 
ment- alle Telle des monoklonalen Antikerpers (z.B. Fab-, Fv- 
oder .single chain Fv-Fragmente) . welohe die gleiche Epr- 
topspezifitat wie der vollstandige AntikOrper aufweisen. Dre 
Herstellung solcher Fragments ist dem Pachmann bekannt, vxele 
gegen oberf ISchenmarker gerichtete AntikSrper sind auch im 
Handel erhSltlich. 

in der am meisten bevorzugten AusfOhrungsf orm des erfindungs- 
gema^ Diagnoseverfahrens ist der (sind die) Oberf lachenmar- 
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ker-spezifischen Antik5rper an magnetische Partikel, bei- 
spielsweise paramagnetische Perlen (z. B. erhaitlich von DYNAL 
A S P O.Box 158 Sk0yen, N-6212 Oslo, Norway) gebunden, was 
die' separation der Zellen rait den entsprechenden Oberf lachen- 
xaarkem iiber immuno-ioagnetische Separation gemas gangiger Ver- 
fahren erlaubt. 

Der stimulationslndex k«m daim dadurch besti«vt werden, dass 
die Menge der mittels des gewOnsohten oberfiachemarkers sepa- 
rierten Zellen anhand ihres Nukleinsauregehalts und/oder Pro- 
telilgehalts mittels gSnglger Verfahren bestimmt wird. ..B. 
nach I-yse der Zellen duroh spektrophotometrlsche Besti^mung 
des Nu^cleinsaure- bzw. Proteingehalts Oder nach Anfarbung der 
■NUkleinsaure ■ mittels spe.ifischer Farbstoffe, z.B. Btbxdx- 
^romid, Propidi^jodid, Acridinorange , DAPI etc Ober photo- 
metrische Quanti£izier«ng. Unter Ver^endung von E.chlcurven 
^ aus dem Protein- und/oder NuklelnsSuregehalt der Probe 
die zellzahl rechnerisch enoittelt werden. 

Die vorliegende Er«in*mg betrifft auoh einen Kit, der zur 
DurchfOhrung dea erf indungsgemaSan Diagnoseverfahrens geergnet 
1st und wenigstens folgende Bestandteile enthalt: 
■ (a) Eine Verbindung zur mitogenen Stimulation; 
,b) mindestens einen gegen einen nach mitogener Stimulation 
exprimierten oberfWchenmarker gerichteten sntikOrper, vor- 
zugsweise einen an ein magnetisches Partikel gebundenen Sn- 
tik5rper . 

Vorzugsweise enthalt der erf indungsgemaSe Kit auSerdexn 

(a) mindestens ein ReaktionsgefaS; 

(b) eine koagulationshex«mde Verbindung und/oder einen Puf- 
fer zur Zell-Lyse; 

(c) einen Puffer zur Fixierung der Zellen; 
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(d) 



(e) 



Substanzen die fOr die quantitative Ermittlung der DNA- 
bzw. Proteinkonzentration erforderlich sind, sowie vor- 
gefertigte L5sungen zur Herstellung einer Eichkurve; 
einen Magneten zum Separieren der an die Magnetpartikel 
gebundenen Zellen (enthalten sofern ein an ein magnetx- 
sches Partikel gebundener AntikSrper eingesetzt wird) ; 



und 




(£) ein Reagenz zum AbWsen gebundener magnetischer Parti- 
kel (enthalten sotem ein an ein magnetisches Partikel 
gebundener AntikSrper eingesetzt wird) 

in einer bevorzugten- Ausfahrungsform des er£indungsge.*6en 
Kits ist der «ntik8rper ein anti-CD69-Antik6rper. Der Kit kann 
auSerdem noch zus»tzlich Oder anstelle des anti-CD-69- 
AntikSrpers einen anti-CD4- und/oder anti-CD8-Antik6rper ent- 
halten. 

SchlieBlich kann der erfindungsgemaBe Kit gegebanenfalls in 
KorcO^ination mlt einem Oder mehreren geeigneten "-^^^^ 
„eismitteln ,z.B.. f luoreszenzgekoppelten Pr.M^ant.korpern 
sekundaren Antikarpem. Nacbweismitteln «r Prctexne und/oder 
Nukleinsauren, .z.B. einem interkalierenden Farbstoff etc., 
vorliegen. 



Beispiel 

Besti«»ng des -itog»»n stlmalatlonBind«c »U»na CD69 bei Pa- 
tlenten nit Alzbeimarscher Brkrantomg 

Bestin^ungen bisher bekannter Merkmale der Alzheimerschen Er- 
krankung. die sioh am lebenden Patienten durcMOhren lassen 
(Biomarker) , zeigen nur eine ungenUgende Sensitlvitat und Spe- 
zifitat Oder sind aus Kostengr<inden oder GrOnden des hohen 
Aufwandes def Testanordnung nicht fdr untersuchungen mit hohen 
Fallzahlen geeignet. Mit klinischen Mitteln betr»gt die dxa- 
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gnostische Sicherheit nur 80% bis 90% und bereitet insbesonde- 
re in Erkrankungsfrtihphasen dif ferential-diagnostische Schwie- 
rigkeiten. Die Erkennung von prSklinischen Erkrankungsphasen 
ist aufgrund des Fehlens eines geeigneten Biomarkers derzeit 
nicht mSglich. 

Den neurodegenerativen VerSnderungen liegen bei der Alzheimer- 
schen Erkrankung gestarte Prozesse der intrazellulSren Ver- 
mittlung trophischer und mitogener Signale zugrunde. Diese 
Starungen der intrazellulSren Signaltransduktion sind nicht 
auf das Nervensystem beschrankt. Sie lassen sich in ahnlicher 
Weise auch an Hautzellen sowie an Lymphozyten des peripheren 
Blutes dieser Patienten finden. Aufgrund ihrer Erkrankungsspe- 
zifitat besitzt diese Veranderung diagnostischen Wert und eig- 
net sich als Biomarker. 

im nachfolgenden Beispiel erfolgte die Ermittlung, ob die fur 
die Alzheimersche Erkrankung typische StSrung der intrazellu- 
laren Vermittlung trophischer und mitogener Signale vorliegt, 
durch inaauno-magnetische Zellseparation Cp69 present ierender 
Lymphozyten vor und nach mitogener Stimulation. 

Die Gewinnung des Blutes erfolgte durch Venenpunktion unter 
Verwendung eines Blutentnahmesystems der Firma SARSTEDT. Das 
Blut wird dabei wShrend der Entnahme durch im Blutentnahmesys- 
tem integrierte Antikoagulantien, wie z.B. Natriumzitrat oder 
Natrium-Heparin stabilisiert . In dieser Form kann es 24 bis 48 
Stunden bei Raumtemperatur aufbewahrt werden. Die Stimulatx- 
onse^cperimente wurden in gut zu beiaftenden Reaktionsgefafien, 
wie z.B. einer 24 well Suspension-culture-plate der Fxrma 
Greiner bio-one durchgef tihrt . Dafiir wurden zu je 400^1 stabx- 
lisiertem Vollblut die Mitogene Phytohaemagglutinin (PHA) , 
Protein A und Pokeweed-Mitogen (PWM) jeweils einzeln oder in 
unterschiedlichen Kombinationen eingesetzt. Die Endkonzentra- 
tionen der jeweiligen Mitogene lag im physiologischen Berexch 




und betrug in diesem Beispiel tflr PHA 12ra/ml, £<lr Protein A 
50Mg/ml und fttr PWM 4Mg/na. Die Stimulation erfolgte unter 
physiologisohen Bedingungen bei 37oc und einer CO,- 
Konzentration von 5% in einem Begasungsbrutschrank far e.ns 
Dau« von 4 Stunden. Jeweils 100^1 des stimulierten Vollblutes 
wurden mit verschiedenen AntUcOrper-besohichteten Magnetpart.- 
keln inkubiert. In diesem Beispiel wurden anti-CD4 sowie antx 
CDS besohiohtete Hagnetpartikel der Pinna DVNH. verwendet. Die 
entsprechenden Hagnetpartikel wurden der jeweiligen Probe ^ 
OberschuE (10^1 Magnetpartikel-Suspension) zugesetzt, um exne . 
vollsttadige isolation der entsprechenden I,y.*bo.yten- 
Subpopulation .u gewShrleisten. Kach einer Inkubationszeit von 
30 Minuten bei 4oc wurden die entsprechende Lymphozyten- 
subpbpulation Magnetiscb separiert und nach darauf folgenden 
Waschschritten in 100^1 definiertes Medium, in diesem Belspxel 
RPMI1640, versetzt mit 1% fOtalem KSlberserum (FKS) , <lber- 
fOhrt Das Abiesen der gebundenen Hagnetpartikel erfolgte in 
diesem Beispiel unter Verwendung von Seweils IOmI DETACHaBEAD 
der Firma D^AL. Nach einer Inkubationszeit von 45 Minuten ber 
Raumtemperatur warden die abgel6sten Hagnetpartikel separ.ert 
und die zellsuspension nach mehrmaligem Maschen in exn defi- 
niertes Medium, in diesem Beispiel RPMI1640 aufgenommen. Durch 
zugabe eines spezifischen Lysepuffers wurden die Zellen aufge- 
schlossen. die DNA mit spezifischen DNA Farbstoffen. wie z.B. 
Ethidiumbromid. Propidiumiodid, Acridinorange Oder DAPI mar- 
kiert und diese' im Anschlufi photometrisch quantif iziert . enter 
verwendung der Proteinbestimmungsmethode nach Bradford wurde 
der Proteingehalt der Proben verglichen. Unter Verwendung von 
Eichkurven wurde aus dem DHA- und/oder Proteingehalt der Probe 
die zellzahl rechnerisch ermittelt. Diese Vorgehensweise er- 
laubte einen direkten RilckschluB au£ die Zellzahl. Die Berech- 
nung des Quotienten aus der Zahl CD69 prSsentierender Zellen 
vor und nach mitogener Stimulation (Stimulationsindex) gab 
Aufschluss Ober verSnderungen' mitogener stimulierbarkeit die- 
ser Zellen. 
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Ein Stimulationsindex, der mindestens das 10-fache, maximal 
das 100-fache der unstimulierten Kontrollprobe erreicht, ist 
ein Anzeichen ftlr eine Alzheimersche Erkrankung oder ein Friih- 
stadiums Oder eine PrSdisposition ftir diese Erkrankung. Ein 
Stimulationsindex, der weniger als das 10-fache der unstimu- 
lierten Kontrollprobe betrSgt, deutet nipht auf Anzeichen fiir 
eine Alzheimersche Erkrankung oder ein Friihstadiums oder eine 
PrSdisposition ftir diese Erkrankung hin. 

in einem weiteren Experiment erf olgte die Bestimmung des ' Pro- 
teingeh^ltes der Probe, sowie die Bestimmung des DNA-Gehaltes 
ohne Zugabe von DNA-f Srbenden Substanzen zur quantitativen Er- 
mittlung der CD69-prasentierenden Zellen. In diesem Fall wurde 
die Absorption von DNA bzw. Protein von Licht einer bestimmten 
Welleniange (z.B. 260 nm bzw. 280 nm) gemessen. 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Diagnose der Alzheimer schen Erkrankxing oder 
eines Friihstadiums oder einer Prfidisposition fiir diese Erkran- 
kiang anhand einer Probe von einem Patienten, wobei das Verfah- 
ren die folgenden Schritte ximfasst: 

(a) mitogene Stimulation der peripher zugSnglichen Zellen 

in der Probe; 

(b) quantitative Bestimmung der mitogen . stimulierten Zellen 
innerhalb der Zellpopulation vor und nach Schritt (a) an- 
hand von einem oder mehreren nach mitogener Stimulation 
exprimierten Oberf lachenmarkern, wobei die Oberf lachenmar- 
ker tragenden Zellen von den keinen Oberf lachenmarker tra- 
genden Zellen unter Verwendung von gegen die OberflSchen- 
marker gerichteten AntikSrpem separiert werden; 

(c) Bestimmiing des Stimulations index als VerhSltnis der An- 
zahl der den oder die Oberf ISchenf lachenmarker tragenden 
Zellen vor und nach Schritt (a) , 

wobei ein Stimulations index, der mindestens das 10-fache, ma- 
ximal das 100-fache der unstimulierten Kontrollprobe erreicht, 
ein Anzeichen fiir eine Alzheimersche Erkrankung oder ein Frtih- 
stadiums oder eine PrSdisposition ftir diese Erkrankung ist. 

2.. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Probe eine Blutprobe 
ist und die Zellen Lymphozyten sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Oberf lachenmar- 
ker CD69 ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die CD69*-Zellen hinsicht- 
lich CD4*- und/oder CD8*-S\abpopulationen weiter spezifiziert 
werden . 
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5. Verfahren na.ch einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei vor 
Schritt (a) die Stabilisierxang des Bluts durch eine oder meh- 
rere koagulationsheramende Verbindungen erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, wobei die Sti- 
mulation der Zellen dxirch PHA, Protein A oder PWM erfolgt. . 

7. verfahren nach Anspruch 1, wobei die AntikOrper in Schritt 
(b) an magnetische Partikel gebunden sind und die Separation 
tiber immvmo-magnetische Separation erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei der Sti- 
mulationsindex aber die Bestimmung des Proteingehalts Tind/oder 
Nukleinsauregehalts der Oberf lachenmarker tragenden Zellen vor 
und nach Schritt (a) bestimmt wird. 

9. Kit zur Diagnose der Alzheimerschen Erkrankung oder eines 
Friihstadiums oder einer Predisposition fUr diese Erkrankung, 
wobei der Kit folgende Bestandteile enthait: 

(a) Eine Verbindiing zur mitogenen Stimulation; und 

•(b) mindestens einen gegen einen nach mitogener Stimulation 

exprimierten Oberf lachenmarker gerichteten AntikOrper. 

10. Kit nach Anspruch 9, der auSerdem enthait: 

(c) eine koagulationshemmde Verbind\ing; vind/oder 

(d) einen Puffer zur Zell-Lyse. 

11. Kit nach Anspruch 9 oder 10, wobei der AntikSrper ein an 
ein magnetische Partikel gebundener AntikSrper ist. 

12. Kit nach einem der Ansprtiche 9 bis 11, wobei der Antik5r- 
per ein anti-CD69-Antik6rper ist. 

13. Kit nach einem der Anspriiche 9 bis 12, der aufierdem einen 
anti-CD4- und/ oder anti-CD8-Antik6rper enthSlt. 
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Zusammenfassung 



Schhelltest zur Diagziose der Alzheimer schen Erkrankuag 

Beschrieben wird ein Verfahren zur Diagnose der Alzheimerschen 
Erkrankung oder eines Friihstadiums oder einer Pradisposition 
far diese Erkrankung, das auf der quantitativen Bestimmung mi- 
togen exprimierbarer Oberf ISchenmarker, vorzugsweise CD69, pe- 
ripher zugSnglicher Zellen, z.B. Hautzellen oder Lyinphozyten, 
(a) vor und (b) nach mitogener Stimulation erfolgt, wobei ein 
bestimmter Stimulationsindex a:b ein Anzeichen ftir Alzbeimer- 
sche Erkrankung oder ein Fruhstadium oder eine Predisposition 
ftir diese Erkrankung ist. SchlieSlich werden auch Kits be- 
schrieben, die zur Durchfahrung des erf indungsgemSSen Diagno- 
severfahrens geeignet sind. 
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